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緒 言
近年，Polymerase chain reaction（PCR）法によ
るウシ胚の性判別法が開発????され，実用化段階に
ある。ウシの育種改良に胚の性判別技術を効率的に
活用するためには，性判別胚の凍結保存技術の確立
が必要不可欠である。PCR法による胚の性判別を行
う場合，一部の細胞を性判別用の試料として採取し
なければならない。金属マイクロブレードを用いて
透明帯と一部の細胞を除去した切断胚を凍害防止剤
としてグリセリンを用いて凍結し，受胚牛に移植し
た場合の低い受胎率が問題となっている???。切断胚
は，無処置胚に比べて透明帯が除去されることと切
断に伴う胚の損傷の大きいことが，凍結・融解後の
受胎率の低い原因と考えられている???。したがって，
金属マイクロブレードを用いた切断法により透明帯
と一部の細胞を除去したウシ胚の凍結・融解後の生
存率を改善するためには，凍結条件の検討，特に凍
害防止剤について検討する必要がある。
近年，ウシ胚の凍結保存は，融解後凍害防止剤の
希釈・除去を行わず，受胚牛に移植できる直接移植
法??????の利用が多くなっており，性判別胚を実用
的に利用するためには凍結保存切断胚も直接移植が
可能な方法で行う必要がある。
そこで，本研究では PCR法による性判別を目的
としたウシ胚の切断に用いる顕微操作溶液，透明帯
と一部の細胞を除去したウシ切断胚の凍結保存にお
ける凍害防止剤および直接移植の可能性について検
討した。
材料および方法
供試胚
実験には，ホルスタイン種および黒毛和種雌牛に
過剰排卵処置を施し，発情後7～8日目（発情発現日
を０日）に回収した胚を用いた。卵胞刺激ホルモン
（FSH，アントリン，デンカ製薬）24mgを１日２回
３日間計６回（5/5，4/4，3/3mg）または FSH36mg
を１日２回４日間計８回（6/6，5/5，4/4，3/3mg）
に分けて漸減的に筋肉内注射して過剰排卵処置を
行った。FSH注射開始後48時間目にプロスタグラ
ンディン PGF?α（PGF?α，プロナルゴンＦ，アップ
ジョン）35mgまたは PGF?α類縁体（エストラメ
ト，住友製薬）500～750μgを筋肉内注射して発情を
誘起した。人工授精は，ホルスタイン種牛および黒
毛和種牛の凍結精液を用いて発情の発現した日の午
後と翌日の午前の計２回実施した。胚の採取は，バ
ルーンカテーテルを用いて非手術的に行った。回収
した胚は，修正ダルベッコリン酸緩衝液（PBS，
GibcoLaboratories,USA,Cat.No.14287）に20％
ウマ血清を加えた溶液（PBS-HS）で数回洗浄した
後，既報??に準じて倒立顕微鏡下で品質および発育
ステージを調べた。実験には，品質が優および良と
判定された後期桑実胚～拡張胚盤胞を用いた。
実験１
性判別用試料の採取に用いる切断溶液が切断後の
胚の生存性に及ぼす影響を調べるとともに，切断に
より採取した性判別用試料の細胞数も検査した。胚
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顕微操作により透明帯と一部の細胞を
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の切断に用いた溶液は，PBS，PBS＋３mg/mlポリ
ビニールピロリドン（PVP-40Ｔ，Sigma Chemical，
アメリカ）および PBS＋0.2Ｍショ糖（SUC）の３
種類である。これらの溶液には，胚以外からの標的
DNAの混入を防止するため，ウシ由来の血清やア
ルブミンなどの蛋白質は加えなかった。
胚の切断は以下の要領で行った。直径90mmの
プラスチックシャーレに200～300μlのドロップを
数個作り，このドロップに胚を１個ずつ入れた。金
属ブレード（15°，フェザー）をマイクロマニュプレー
タに接続して，後期桑実胚では胚の直径に対して約
20％，初期胚盤胞～拡張胚盤胞では内細胞塊を避け
て胚の直径に対して栄養膜細胞側を約20％切断し
た。切断胚は，20％子牛血清（CS）加 PBS（PBS
-CSS）で数回洗浄し，3～6時間100μlの10％CS加
Ham’s F10のドロップ中で個別に体外培養
（38.5℃，５％CO?，95％ 空気の湿度飽和気相）し
て生存性を調べた。後期桑実胚では形態を回復し発
育したもの，初期胚盤胞～拡張胚盤胞では胞胚腔が
再拡張したものを生存胚と判定した。
PBS＋SUC中で切断して採取した性判別用試料
の細胞数は Purselら???の方法に準じてヘキスト
33342染色を実施し細胞数を計測した。すなわち，採
取試料はスライドグラス上のヘキスト（10μg/ml）
溶液に移し，カバーグラスを適当に圧して蛍光顕微
鏡下で細胞数を計測した。
実験２
胚の切断は PBS＋SUCを用いて実験１と同様に
行い，凍害防止剤として1.8Ｍ EGあるいは1.8
Ｍ EG＋0.1Ｍトレハロース（EG＋TRE）を用いて
TREの添加効果を検討した。凍結媒液は，凍害防止
剤を PBS-CSに添加して作製した。一段階で凍結媒
液に移した胚は，直ちに0.25mlのプラスチックス
トロ （ーIMV，L’Aigle，フランス）に収納し，冷却
を開始するまで10～30分間室温（24～27℃）に保持
した。胚を収納したストローは室温から－７℃に設
定したプログラムフリーザーのメチルアルコール槽
に直接浸漬し，２分後に植氷を行い，同温度でさら
に13分間保持した。その後，－30℃まで毎分0.3℃
で冷却したのち液体窒素に投入して凍結した。また，
PBS＋SUCを用いて胚細胞を傷つけないように透
明帯を切開し，ピペッティングにより透明帯を除去
した胚も1.8Ｍ EGを用いて切断胚と同じ方法で
凍結した。液体窒素から取り出したストローは
20～30℃の水に氷晶が消えるまで浸漬して融解し
た。
凍害防止剤の希釈・除去は，一段階希釈法を用い
た??。すなわち，38.5℃の PBS-CSに融解胚を直接浸
漬して行った。凍害防止剤を希釈・除去した胚は
PBS-CSで数回洗浄したのち，実験１と同様に48
時間体外培養して生存率を調べた。凍結前の発育ス
テージが後期桑実胚の場合は胚盤胞に発育した胚
を，また凍結前の発育ステージが胚盤胞の場合は胞
胚腔が再拡張し凍結前より発育した胚を，それぞれ
生存胚と判定した。
実験３
切断胚の受胚牛への移植は，EG＋TREで凍結・融
解した胚および新鮮胚を用いて行った。移植実験に
は，ホルスタイン種牛から採取された胚を用いた。
胚の切断は，PBS＋SUCを用い実験１と同じ要領で
行った。新鮮胚（32個）は，実験１と同じ方法で4～6
時間体外培養後，PBS-CSで洗浄し透明帯に還納せ
ず裸化のまま移植に用いた。凍結・融解胚（５個）
は，直接移植法により移植した。受胚牛には，ホル
スタイン種未経産牛および経産牛計37頭を用いた。
受胚牛の一部は PGF?α類縁体500～750μgを注射
して発情の同期化処置を行った。胚移植は，発情後
6～8日目に受胚牛の黄体側子宮角に１個ずつ子宮
頸管経由法により行った。妊娠診断は，移植後
26～70日目に超音波断層装置および直腸検査によ
り実施した。
統計分析
胚の生存率はｘ?検定および Fisherの直接確率
法を，性判別用試料の細胞数はｔ検定を，それぞれ
用いて比較検討した。
結 果
実験１
３種類の切断溶液を用いて切断した胚の培養３
～６時間後の生存率は Table1に示した。３種類の
溶液間に生存率の差はなく，ほとんどの胚が正常な
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Table 1  Effect of medium for biopsy on viability of
 
bovine embryos after biopsy.
Medium for
 
biopsy?
No.of
 
embryos
 
No.of viable embryos (%)
0h  3-6h
 
PBS 15 15(100.0) 15(100.0)
PBS＋PVP 22 21(95.5) 21(95.5)
PBS＋SUC 150 150(100.0) 146(97.3)
?PBS:modified Dulbecco’s phosphate-buffered saline without
 
protein.
PBS＋PVP:PBS with 3mg/ml polyvinylpyrolidone.
PBS＋SUC:PBS with 0.2M sucrose
形態に回復した。切断の操作性は，シャーレ底面へ
の胚の接着・固定の容易な PBS＋SUCが優れてい
た。
切断・採取した性判別用試料の細胞数の測定結果
は Table2に示した。採取細胞数は，供試胚の発育ス
テージによって有意な差異は認められず，平均12.3
個で，４個以上の細胞を採取した割合は94.8％（55/
58）であったが，1～27個のばらつきがみられた。
実験２
切断胚および透明帯除去胚の凍結・融解後の生存
率は Table3に示した。EGを用いて凍結した切断
胚の生存率は，EG＋TREを用いて凍結した切断胚
および EGを用いて凍結した透明帯除去胚の生存率
に比べて有意に低い値を示した（Ｐ＜0.01）。一方，
1.8Ｍ EG＋TREで凍結した切断胚と EGで凍結
した透明帯除去胚の生存率に差は認められなかっ
た。
実験３
新鮮胚および凍結・融解胚の受胎率は，それぞれ
59.4％（19/32），40％（2/5）であった。受胎確認後，
新鮮胚を移植した２頭の受胚牛は事故死し，１頭は
早産（発情後252日，27kg，子牛は正常）したが，
残り16頭および凍結胚を移植した２頭の受胚牛は
全て健康な子牛を分娩した。これら18頭の平均在胎
日数（発情後の日数）は279.3日で，平均生時体重
は42.5kg（雄41.5kg，雌42.6kg）であった。
考 察
PCR法によるウシ胚の性判別????で重要なこと
は，胚以外からのウシ雄特異的 DNAの混入を防止
することである。通常，ウシ胚を体外で取り扱う場
合，血清やアルブミンなどを添加した溶液を用いる
が，切断して性判別用試料を採取する際には，ウシ
由来の血清やアルブミンを含まない溶液を用いる必
要がある。実験１では，ウシ由来の血清やアルブミ
ンを含まない３種類の溶液中で胚を切断して生存率
を比較した結果，いずれの溶液においても高い生存
率が得られた。PBS＋SUCはシャーレの低面に胚が
接着し固定できる点で操作し易く，短時間での切断
が可能であった。また，PBS＋SUC中では胚がやや
収縮するため，他の２つの溶液と比べ切断時の圧迫
による細胞破裂など胚に与える損傷は少なく??，
PBS＋SUCは切断溶液として適していると考えら
れた。
性判別胚を凍結保存して高い生存率を得るために
は必要最小限の胚細胞を採取するのが望ましい???。
切断法は，マイクロピペットを用いた吸引法に比べ
て採取される細胞数が多いため，胚への損傷が大き
く凍結・融解後の受胎率の低いことが指摘されてい
る???。本実験（平均12.3個の細胞を除去した胚）で
は，1.8Ｍ EGに0.1Ｍ TREを添加することに
よって切断胚の融解後の生存率は改善された。TRE
は SUCと同様に細胞膜非透過性の物質で，浸透圧
緩衝剤??としての効果がある。また，グリセリンのよ
うに細胞膜透過性の低い凍害防止剤???でも，SUC
を添加したグリセリンを用いて凍結したウシ胚は凍
害防止剤を希釈・除去せず受胚牛に直接移植でき
る????。EGに TREを添加した凍結媒液に胚を浸漬
すると胚はやや収縮して細胞内浸透圧は高まり，胚
細胞内への EGの透過は EG単独の場合に比べて抑
制されていると考えられる。また，融解胚を等張液
に浸漬して凍害防止剤を希釈・除去する際，TREは
胚細胞内への水の急激な流入を抑制しているとも考
えられる。EGに TREを添加したことで切断胚の凍
結・融解後の生存率が向上した理由は，胚細胞への
EGの過度の浸透および希釈時の急激な復水が
TREによって適度に抑制されたためと推察される。
したがって，切断操作を加えなかった透明帯除去胚
では EG単独で良好な生存率が得られたのに対し
て，切断胚の生存率が低かった原因として，切断胚
顕微操作ウシ胚の凍結保存法の検討
Table 3  Effect of trehalose on viability of biopsied
 
bovine embryos after freezing and thawing
 
Treatment of
 
embryo
 
Cryoprotectant?? No.& (%)of
 
viable embryos?
Zone free?? 1.8M EG 10/15(66.7)?
Biopsied 1.8M EG 1/16(6.3)?
Biopsied 1.8M EG＋TRE 28/47(59.6)?
??Non-biopsied embryos without zona pellucida.
??EG:ethylene glycol, EG＋TRE: ethylene glycol＋0.1M tre-
halose.
?Embryos were cultured in Ham’s F10 supplemented with 10%
calf serm at 38.5℃ in an atmosphere of 5% CO?in humidified
 
air for 48 h.
???Values with different superscripts are significantly different
(P＜0.01).
Table 2  No.of cells biopsied from bovine embryos
 
for sexing
 
Stage of
 
embryos
 
No.of
 
embryos
 
No.of cells
 
biopsied
(mean±SEM)
Range
 
Compacted morula 17 11.4±6.9 4-25
Early blastocyst 27 14.1±7.3 1-27
Blastocyst 7 7.4±2.7 2-11
Total 58 12.3±7.3 1-27
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の細胞膜透過性が変化したためではないかと推察さ
れた。今後，TREの添加効果の解明についてはさら
に研究が必要である。
切断胚の凍結・融解後の生存率が低い原因の一つ
として，切断によって透明帯が除去されるためであ
ると考えられている?????。しかし，ウシ桑実胚および
胚盤胞の凍結・融解後の生存性に透明帯の有無は影
響しないことが報告されている???。また，著者らも??，
体外受精由来胚の透明帯を除去した場合の凍結・融
解後の生存性を無処置胚のそれと比較した結果，差
のないことを報告した。本実験では，すべての胚で
透明帯を除去したが，EGに TREを添加した凍結媒
液を用いて凍結した胚では高い生存率が得られた。
この結果から，切断胚の凍結において透明帯の有無
は融解後の生存率に影響する可能性のないことが確
認された。
TRE添加1.8Ｍ EGで凍結・融解した切断胚を
直接移植法により受胚牛に移植し健康な子牛の得ら
れたことから，切断操作は子牛の発育に悪影響を及
ぼさないことが示唆された。
以上の結果より，性判別のため透明帯および一部
の細胞を切断により除去したウシ胚を凍結する場
合，1.8Ｍ EGでは生存率が低く，0.1Ｍ TREを
添加した1.8Ｍ EGが効果的であり，直接移植法
に応用できることが判明した。
要 約
性判別のため顕微操作により透明帯と一部の細胞
を除去したウシ胚の凍結保存法について検討した。
過剰排卵処置を施したウシから回収した後期桑実胚
～拡張胚盤胞を実験に用いた。修正ダルベッコリン
酸緩衝液（PBS），PBS＋0.2Ｍショ糖（SUC）およ
び PBS＋ポリビニールピロリドン中で，金属ブレー
ドを用いて透明帯と一部の細胞を切断し，溶液の種
類が切断胚の生存率に及ぼす影響について比較し
た。その結果，溶液の違いによって生存率に差は認
められなかったが，PBS＋0.2Ｍ SUC中での切断
操作が容易であった。PBS＋SUCを用いて切断採取
した性判別用試料の平均細胞数は12.3個で，４個以
上の細胞を採取した胚は94.8％（55/58）であった
が，1～27個のばらつきがみられた。1.8Ｍエチレン
グリコール（EG）を用いて切断胚を凍結した場合，
EGに0.1Ｍトレハロース（TRE）を添加すると融解
後の生存率は向上し，対照（透明帯除去）胚と同等
の生存率が得られた。また，EG＋TREを用いて凍
結・融解した切断胚を受胚牛に直接移植して５頭中
２頭（40％）の受胎を確認した。
以上の結果より，0.1Ｍ TREを添加した1.8Ｍ
EGは切断胚の直接移植法の凍害防止剤として有効
であることが示された。
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Summary
 
The biopsy solution and freezing condition of biopsied embryos for sexing were examined. Embryos
 
ranging from the compacted morula to expanded blastocyst stages were collected from superovulated cows
 
on days 7 or 8 after estrus. Embryos were biopsied using a micro-razor blade in one of three solutions(PBS,
PBS＋0.2 M SUC,or PBS＋3 mg/ml polyvinylpyrrolidone). Although the viability of biopsied embryos was
 
not affected by the solutions,manipulation in PBS＋0.2 M SUC was easier than that in other two solutions.
The number of biopsied cells was 12.3 after embryos were biopsied in PBS＋0.2 M SUC. The addition of
 
trehalose(TRE)to the EG solution was also evaluated. The viability of biopsied embryos frozen-thawed
 
in 1.8 M EG＋0.1 M TRE was significantly higher than that of those frozen-thawed in 1.8 M EG alone(P＜
0.01),and equivalent to that of frozen-thawed intact embryos without zona pellucida with 1.8 M EG. Two
 
of five(40.0%)recipients became pregnant after the transfer of biopsied embryos frozen-thawed with 1.8 M
 
EG＋TRE. This suggests that there is no difference in the pregnancy rate of biopsied embryos frozen-
thawed with 1.8 M EG＋TRE and non-frozen biopsied embryos(59.4%,19/32). These results indicate that
 
EG＋0.1 M TRE can be effectively used for the freezing and direct transfer of biopsied bovine embryos．
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